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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft mit PoIymethinfarbstofFen beladene kolloidale Systeme mit geeigneten photophysikalischen und pharmakolo- 
gischen Eigenschaften, deren Verwendung als Kontrastmittel in der Fluoreszenz- und Transilluminationsdiagnostik im nahinfraroten Spek- 
tralbereich sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. 
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Kontrastmittel fur die Nahinf rarot-Diagnostik 

Die Erfindung betrifft mit Polyme t hinf arbs tof f en beladene 
kolloidale Systeme, deren Verwendung als Kontrastmittel 
in der Nahinf rarot -Diagnostik sowie Verfahren zu ihrer 
Herstel lung . 

Da biologisches Gewebe eine relativ hohe Durchlassigkei t 
fur langwelliges Licht des Wellenlangenbereiches von 700 
bis 1000 nm besitzt, steht dem Diagnostiker hiermit neben 
den modernen bildgebenden Verfahren, wie Rontgen, die 
Magnet re sonanz tomograph ie oder die Ul t raschal ldiagnost ik , 
ein vollig anderes Verfahren zur bildlichen Gewebedar- 
stellung zur Verfugung. 

Dabei kann sowohl die Detektion der nicht absorbierten 
Strahlung in Form einer Transmissionsdarstellung als auch 
die nach Bestrahlung mit nahinf rarotem Licht emittierte 
Fluoreszenzst rah lung gewebe spezi f ische Inf ormat ionen 
liefern. 

Das wesentliche Problem bei der Nutzung von nahinf raroter 
Strahlung ist die au&erordentlich starke Streuung des 
Lichtes, so daB selbst bei unterschiedlichen photophysi- 
kalischen Eigenschaf ten von einem scharf begrenzten 
Objekt und seiner Umgebung sich dieses Objekt nur un- 
scharf abzeichnet. Das Problem nimmt mit wachsender 
Entfernung des Objektes von der Oberflache zu und kann 
als hauptsachlicher 1 imi t ierender Faktor sowohl bei der 
Transillumination als auch bei der Detektion von Fluores- 
zenzstrahlung angesehen werden. 

Zur Verbesserung der Dif f erenzierung zwischen normalem 
und erkranktem Gewebe konnen geeignete Fluoreszenzf arb- 
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stoffe beitragen, die sich im erkrankten Gewebe 
( insbesondere Tumoren) anreichern und ein spezif isches 
Absorpt ions - und Emiss ions verba 1 ten besitzen. Die durch 
Absorption des Farbstof fes bewirkte Anderung des 
5 (gestreuten) eingest rahl ten Lichtes oder die durch die 

Anregerstrahlung induzierte Fluoreszenz wird detektiert 
und liefert die eigentlichen gewebespezif ischen Informa- 
t ionen . 

10 Fur die Lokalisat ion und Abbildung von Tumoren wurden 

bisher hauptsachlich die fur eine Anwendung in der Photo- 
dynamischen Therapie (PDT) konzipierten Photosensibilisa - 
toren, u. a. Porphyrine, Chlorine, Phthalocyanine, 
Naphthalocyanine, verwendet (Bonnett R . ; New photosensi- 

15 tizers for the photodynamic therapy of tumours, SPIE Vol. 

2078 (1994)). Verbindungen aus den aufgefuhrten Klassen 
haben den gemeinsamen Nachteil, da£ sie im Wellenlangen- 
bereich von 700 - 1000 nm nicht oder nur gering absorbie- 
ren. Die photosensibilisierende Wirkung dieser Farbstoffe 

20 ist fur ein reines, wirkungsf reies Diagnos t ikum uner- 

wiinscht . Daruber hinaus besitzen die aufgefuhrten Farb- 
stoffe haufig eine geringe Photostabilitat. 

Im Gegensatz dazu besitzen Farbstoffe aus der Klasse der 
25 Polymethine Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaf ten , 

die durch hohe Absorpt ionskoef f izienten zwischen 700 und 
1000 nm und hinreichende Fluoreszenzquantenausbeuten 
charakterisiert sind. Die photosensibilisierende Wirkung 
der Polymethine ist vernachlassigbar , die Photostabilitat 
30 iiberwiegend sehr hoch. 

Durch die Uberfiihrung von Fluoreszenzf arbstof f en in 
kolloidale Systeme kann eine deutliche Veranderung in 
deren pharmakokinet ischer Eigenschaf ten erzielt werden . 
35 Hierdurch kann eine Gewebs- oder organspezif ische bzw. 
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ortsspezif ische Anreicherung derart f ormul ierter 
Fluoreszenzfarbstoffe erreicht werden . 

Daruber hinaus ist zur Applikation in Form waBriger 
Losungen eine groSe Hydrophilie der Farbstoffe 
erforderlich, urn fur eine Bildgebung ausreichende Mengen 
an Farbstoff in Form waSriger Losungen in den Korper 
einbringen zu konnen. 

Es ist bekannt, da£ die Uberfuhrung der Farbstoffe in 
kolloide Systeme zu einer Erhohung der applizierbaren 
Dosis fuhren kann. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 
Kontrastmittel zur Verfugung zu stellen, welches sich in 
hohem MaSe in den zu untersuchenden Geweben anreichert 
und dort unter Ausnutzung nahinf raroter Strahlung nachge- 
wiesen werden kann. 

Erf indungsgemaS wird diese Aufgabe durch die Schaffung 
von Kontrastmitteln gelost, welche kolloidale, farbstoff- 
beladene Systeme enthalten, wobei diese Kolloide einen 
GroSenbereich von 5 nm bis 10 /im aufweisen und mindestens 
einen im Wellenlangenbereich von 600 bis 1200 nm absor- 
bierenden und/oder f luoreszierenden Farbstoff enthalten. 
Zur Definition von Kolloiden siehe Hunnius, Pharmazeu- 
tisches Worterbuch, 6. Auflage, Berlin, de Gruyter 1986, 
S. 589 f., wobei im vorliegenden Text auch grobdisperse 
Systeme mit TeilchengroSen bis 10 /zm unter dem Begriff 
kolloidale Systeme gefaSt werden. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daS sich kolloidale, 
farbstoff beladene Systeme im Bereich von lokalen Entzun- 
dungen oder Tumoren anreichern. Diese Anreicherung ist 
fur die Darstellung der Tumoren oder Entzundungen mit 
Hilfe der NIR- Diagnost ik hervorragend geeignet. 
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Ubetraschenderweise wurde ferner gefunden, daS die erf in- 
dungsgemaSen Koncrastmittel von bestimmten Zellen, bei- 
spielsweise von Kupferzellen der Leber, rasch abgebaut 
werden, was zu einer schnellen AJonahme der Kol loidkonzen - 
trationen im Blut fiihrt, wahrend die Kolloidteilchen, 
welche bereits vom Zielgewebe aufgenommen wurden, wesent- 
lich Langsamer abgebaut werden. Dadurch wird das 
blutspiegelbedingte Grundrauschen stark reduziert, was 
die Darstel lungen der Lasionen verbessert und/oder zu 
einem friiheren Zeitpunkt mogli-ch macht . 

Die Erfindung betriffu somic farbstof f beiadene koiioidaie 
Systeme, enthaltend koiioidaie Teilchen einer Teilchen- 
groEe zwischen 5 nm - 10 /im # in oder an deren Wande 
und/oder Hohlraume Farbstof fmolekiile integriert, adhe - 
riert bzw. e ingeschlossen sind. 

Geeignet sind Systeme, bei denen die Farbstof fe in koi- 
ioidaie Teilchen integriert sind, die aus bioabbaubarem 
part ial syn the t ischem oder natur ident ischem Material 
bestehen. Die Eigenschaf ten und Methoden zur Darstellung 
geeigneter kolloidaler Teilchen sind z . B . in J. B. 
Boyett, C. W. Davis, Injectable Emulsions and 
Suspensions, in: H. A . Liebermann, M. M. Rieger, G. S. 
Banker (eds. ) , Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse 
Systems Vol. 2; Marcel Dekker, New York, 1988, p. 379 - 
416, beschrieben. 

Besonders geeignet sind Systeme, bei denen das syntheti- 
sche, polymere Material aus der nachf olgenden Gruppe 
ausgewahlt ist : Poly-e-caprolacton, Polymilchsaure , Poly- 
glycolsaure, sowie Copoiymere aus Polymilchsaure und 
Polyglycolsaure .. Polyhydroxybut tersaure , Polyhydroxyvale - 
riansaure, sowie Copoiymere aus Polyhydroxybut tersaure 
und Polyhydroxyvaleriansaure , Polyaminosauren , Polyal - 
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kylcyanoacrylate , Polyamide , Polyacryldextran, Polyacryl - 
starke , Polyacryl saccha rid , Polyacryl amid , Polyester , 
Poly (ortho) ester , Polyphosphorene , Copolymere aus Milch- 
saure und/oder Glykolsaure mit Polyoxyet hylen . Als natur- 
liche oder part ialsynthet ische biologisch abbaubare 
polymere Materialien werden insbesondere Proteine wie 
Albumine, Collagen, Gelatine, Hamoglobin oder Fibrinogen 
sowie Starken, Dextrane, Chit in und Chitosan bevorzugt . 

Besonders geeignet sind auch amphiphile Substanzen, die 
entweder den Fluoreszenz f arbstof f in kolloidalen Teilchen 
einschlieSen oder zusammen mit dem Fluoreszenzf arbstof f 
kolloidale Teilchen bilden. Bevorzugt sind hier Phospho- 
lipide, Fettsauren, Fet talkohole , Cholesterol, Ester oder 
Ether aus Fe t ta lkoholen oder Fet talkoholen und Fettsau- 
ren, Zuckerder ivate mit Fettsauren oder Polyoxyethy len , 
Ester oder Ether von Phosphol ipiden , Fettsauren, Fettal- 
koholen mit Polyoxyethylen , Gallensauren, Derivate des 
Sorbitans mit Polyoxyethylen oder Fettsauren oder Fet tal- 
koholen sowie deren Kombinac ionen . 

Bevorzugte erf indungsgemaSe Kont rastmi t tel enthalten 
Kolloide aus Proteinen, wie Albumine, Collagen, Gelatine, 
Hamoglobin oder Fibrinogen, oder Starken und Starke - 
derivaten, Dextranen, Chitin oder Chitosan. 

Weiterhin bevorzugte erf indungsgemafie Kontrastmit tel 
enthalten Kolloide aus Phospholipiden , Fettsauren, Fett- 
alkoholen, Cholesterol, Estern aus Fettalkoholen und 
Fettsauren, Ether aus Fettalkoholen, Zuckerderivaten mit 
Fettsauren oder Polyoxyethylen, Estern oder Ether von 
Phospholipiden, Fettsauren oder Fettalkoholen mit Poly- 
oxyethylen, Gallensauren, Derivaten des Sorbitans mit 
Polyoxyethylen, Fettsauren oder Fettalkoholen sowie 
Kombinationen der genannten Stoffe. 
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Insbesondere bevorzugt sind solche erf indungsgemaSen 
Kontrastmittel, welche Polyester von a-, p-, y- oder z~ 
Hydroxycarbonsauren, Polyalkylcyanoa cry late , Polyamino - 
sauren, Polyamide, polyacrylierte Saccharide oder 
5 Poly (ortho)ester als Kolloide enthalten. 

Die fur das erf indungsgemaBe kolloidale Nahinf rarot dia - 
gnostikum verwendeten Farbstoffe zeichnen sich dadurch 
aus, daS sie irn Wellenlangenbereich von 600 bis 1200 nm 
10 absorbieren und f luoresz ieren , Absorpt ionskoef f izienten 
von ca . 100 000 1 mol" 1 cm* 1 und hdher und, soweit Fluo- 
reszenz erwiinscht ist, Fluoreszenzquantenausbeuten grower 
5% aufweisen. 

15 Die verwendeten Farbstoffe gehoren zur Klasse der Polyme- 
thinf arbstof f e und sind aus folgender Gruppe ausgewahlt : 
Cyanin-, Styryl-, Merocyanin-, Squarain-, Oxonol f arbstof - 
fe. 

20 Bevorzugt sind Farbstoffe aus der Klasse der Cyaninfarb- 
stoffe mit Absorptions- und Fluoreszenzmaxima zwischen 
700 und 1000 nm und Extinkt ionskoef f izienten von ca . 140 
000 1 mol" 1 cm" 1 und mehr, die einen oder mehrere unsub- 
stituierte und/oder Sauerstoff-, Schwefel-, Stickstoff 

25 enthaltende, verzweigte oder unverzweigte , acyklische 

oder zyklische, gegebenenf alls aromatische Kohlenstoff- 
wasserstof f reste tragen . 

Die erf indungsgemaSen Kontrastmittel enthalten als Farb- 
30 stoff einen Cyanin-, einen Styryl-, einen Merocyanin-, 
einen Squarain- , einen Oxonolf arbstof f oder ein Gemisch 
aus den genannten Farbstoffen. 

Bevorzugt sind erf indungsgemaBe Kontrastmittel, welche 
35 einen Farbstoff aus der Klasse der Cyaninf arbstof fe oder 
Squarainf arbstof fe enthalten . 
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Bevorzugt sind ferner er f indungsgema£e Kontrastmiccel, 
be i denen der Farbstoff mit einem oder mehreren unver- 
zweigten, verzweigten, cyclischen oder polycycl ischen 
Alkyl-, Alkenyl-, Polyalkenyl - , Alkinyl-, Polyalkinyl - , 
Aryl-, Alkylaryl- oder Arylalky 1 - Res t en mit jeweils bis 
zu 60 Kohlenstof f atomen, welche gegebenenf alls mit Halo- 
genatomen, Hydroxy-, Carboxy-, Aminocarbonyl-, Alkoxycar- 
bonyl-, Amino-, Aldehyd-, Oxo-, Oxy- oder Alkoxy-Gruppen 
mit bis zu 20 Kohlenstof f atomen substituiert sind 
und/oder gegebenenf al Is durch ein oder mehrere Hetero- 
atome aus der Reihe O, N, S oder P unterbrochen und/oder 
substituiert sind, substituiert ist . 

Be sonde rs bevorzugt sind erf indungsgemaSe Kontrastmi tte 1 , 
be i denen mindestens ein Farbstof f der allgemeinen Forme 1 
I, II oder III 




II 



in 
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worin 

R 1 , R 2 , R 3 , R 4 , R 7 , R 8 , R 9 und R 10 gleich oder unter- 
schiedlich sind und unabhangig voneinander fur einen 
Rest -COOE 1 , -CONE 1 E 2 / -NHCOE 1 , -NHCONHE 1 , -NE^-E 2 , - 
OE 1 , -SO3E 1 , -SO2E 1 , -S0 2 NE 1 E 2 , -E 1 , fur ein Fluor-, 
Chlor-, Brom- oder Iodatom oder eine Nitrogruppe ste- 
hen, oder wobei an jeweils zwei einander benachbarten 
Resten R 1 , R 2 , R 3 oder R 4 bzw. R 7 , r8 , R 9 oder R 10 
unter Berucksichtigung der dazwischen liegenden C- 
Atome 5- bis 6-gliedrige Ringe anneliert sind, welche 
gesattigt, ungesattigt oder aromatisch sind und gege- 
benenfalls mit den Resten -COOE 1 , -CONE^E 2 , - NHCOE 1 , 
-NHCONHE 1 , -NE 1 E 2 , -0E 1 , -S03E 1 , -SO2E 1 . -S0 2 NE 1 E 2 
subst ituiert sind, 

worin 

E 1 und E 2 gleich oder verschieden sind und unab- 
hangig voneinander fur ein Wasserstof f atom, eine 
gesattigte oder ungesat t igte , verzweigce oder un- 
verzweigte C\ - C5 0 - Alky 1 - Ke tte , wobei die Kette 
oder Teile dieser Kette gegebenenf alls eine cy- 
klische C5-C6- oder eine bicyklische Cio-Einheit 
formen, stehen, welche durch durch Sauers tof f ato - 
me, Schwef elatome , St ickstof f atome , Carbonsaure- 
ester-, Carbonsaureamid-, Harnstoff Thioharn- 
stof f - , Carbamat -Ether-Gruppierungen unterbrochen 
und/oder substituiert sind, 

oder fur eine Hydroxypolyoxyethylen- oder Me- 
thoxypolyoxyethylenkette oder fur eine verzweigte 
oder unverzweigte Ci -C10 - Alkylkette , die durch 1 
bis 19 Fiuoratome substituiert ist, stehen, 
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R 5 unci R 6 unabhangig voneinander fur einen Rest -E 1 
oder fur eine Ci -C4 -Sulf oa-lkylkette scehen, 

wobei El die oben angegebene Bedeutung hat 
Q fur ein Fragment 

R" R 11 

1 I 

CH- C= CH— = CH- C= C — c= ChT" 



■(CH 2 )b- 





CH- CH= CH" C= CH" 

OR 12 



10 worin 

R 11 ein Wasserstof f - , Fluor-, Chlor-, Brom- oder 
Iodatom, einen Rest -NE 1 E 2 / -OE 1 oder -E 1 oder 
eine Nitrogruppe bedeutet, 

15 R 12 fur ein Wasserstof f atom oder einen Rest -E.i 

stent, 

b fur die Zahl 0, 2 oder 3 steht, 

20 wobei E 1 und E 2 die oben angegebene Bedeutung 

haben , 

steht, 

X und Y gleich oder unterschiedlich sind und unabhan- 
25 gi9 voneinander fur O, S, -CH-CH- oder ein Fragment 



CHjR 14 
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stehen, 

wor in 

Rl 3 unc [ r14 unabhangig voneinander fur Wasser- 
stoff, eine gesattigte oder ungesactigte, ver- 
5 zweigte oder unverzweigte C]_ -C15 - Alkylket te , wo- 

bei gegebenenf al Is die Reste R 13 und R 14 unter 
Ausbildung eines 5- oder 6-giiedrigen Ringes mit- 
einander verknupft sind, stehen, welche gegebe- 
nenfalls durch Sauerstof f atome und/oder durch Hy- 
10 droxygruppen , Al koxygruppen mit bis zu 6 Kohlens- 

• toffatomen, Carbonsaureester- und/oder Carbon- 
saureamideinhe i ten unterbrochen und/oder substi- 
tuiert sind, 

15 oder deren Carbonsaure- und/oder Sulf onsaure -Salze mit 
physiologisch vert ragl ichen anorganischen oder organi- 
schen Kationen 

enthal ten ist . 

20 

Kationen konnen Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium, 
Gadolinium, sowie Lysin, Glutamin und Methylglutamin 
sein . 

25 Farbstoffe mit positiver Gesamt ladung liegen bevorzugt 
als Iodide, Bromide oder Perchlorate vor . 

Die erf indungsgemaSen Kontrastmittel konnen ferner minde- 
stens zwei Farbstoffe enthalten, welche unterschiedl iche 
30 photophysikalische und/oder pharmakologische Eigenschaf- 
ten aufweisen. 

Die erf indungsgemaSen Kontrastmittel konnen zusatzlich in 
der Galenik ubliche Hilfs- und Tragerstoffe sowie Verdun- 
35 nungsmittel enthalten. 
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Die Darstellung der Farbscoffe erfolgt nach literaturbe- 
kannten Verfahren, wie beispielsweise Hamer, F. M . The 
Cyanine Dyes and Related Compounds, John Wiley and Sons, 
New York, 1964; Bioconjugate Chem. 4 (1993) 105-11; Anal 
Biochem. 217 (1994) 197-204; Tetrahedron 45 (1989) 4845- 
66; Anal. Chim. Acta 282 (1993) 633-641; Dyes Pigm. 21 
(1993) 227-234 ; EP 0 591 820 Al . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung der erf indungsgemaSen Kontrastmit tel fur 
die In-vivo Fluoreszenz- und Absorpt ionsdiagnost ik im 
Nahinf rarotbereich . 

Die In- vivo-Diagnose unter Verwendung der erf indungsgema - 
Sen Kontrastmittel erfolgt bevorzugt nach intravenoser 
Gabe der Substanzen durch Einstrahlung von monochromati- 
schen Licht aus dem Wei lenlangenbereich von 600 bis 1200 
nm und der ort sabhangigen Detektion der nicht absorbier- 
ten Strahlung und/oder der Fluores zenzst rahlung . Aus den 
erhaltenen Daten wird ein synthet isches Bild erzeugt . 

Die Darstellung des erf indungsgemafien Diagnost ikums 
erfolgt in Anlehnung an die in der Li tera turbeschr iebenen 
Methoden zur Darstellung kolloidaler Teilchen, wobei den 
Reaktionsgemischen ein oder mehrere Farbstoffe zugesetzt 
werden. Durch die Wahl der Farbstof f konzentrat ion im 
Reakt ionssystem kann der Beladungsgrad variiert werden. 

Bevorzugt werden die oben beschriebenen organischen 
Materialien zusammen mit einem oder mehreren Farbstoffen 
in einem oder mehreren mit Wasser nicht mischbaren, 
organischen Losungsmit teln gelost und anschlieSend gege- 
benenfalls nach Zusatz eines weiteren Losungsmit tels in 
Wasser emulgiert, wobei der Emulsion gegebenenf al Is ein 
Emulgator zugesetzt werden kann. Das erhaltene kolloidale 
System kann anschlieSend filtriert und gegebenenf alls 
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durch TrocknungsmaSnahmen , wie z. B. Ge f r iert rocknung , 
stabi 1 isiert werden. 

Diese Kontrastmictel werden nach dem Fachmann bekannten 
Methoden hergestellt, gegebenenf alls unter Verwendung 
ublicher Hilfs- und/oder Tragerstoffe sowie Verdunnungs- 
mitteln und dergleichen. Dazu gehoren phys iologisch 
vertragliche Elektrolyte, Puffer, Detergent len , Emulgato- 
ren und Substanzen zur Anpassung der Osmolalitat sowie 
zur Verbesserung der Stabilitat und Loslichkeit, wie 
beispielsweise Cyclodext rine . Durch die in der Pharmazie 
gebrauchlichen MaSnahmen ist fur die Sterilitat der 
Zuberei tungen bei der Herstellung und insbesondere vor 
der Applikation zu sorgen . 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 
Beispiel 1; 

Herstellung einer 1,1', 3, 3, 3', 3* -Hexamethylindotricarbo- 
cyaniniodid enthaltenden partikularen Suspension 

7,6 mg Hexamet hy 1 i ndot r icarbocyaniniodid und 0,2 g eines 
Copolymeren aus Milchsaure und Glykolsaure mit einer 
Molmasse von ca . 15000 g/mol werden in 2,5 ml Methylen- 
chlorid gelost. Die Losung wird unter heftigem Ruhren in 
20 ml einer zuvor 15 Minuten bei 121°C autoklavierten 
2 %igen Losung von Gelatine gegeben . Es wird 45 Minuten 
lang wei tergeriihrt . Die entstandene Suspension wird in 
Portionen a 5 ml in 20 ml fassende GlasgefaSe abgefullt 
und direkt mit fliissigem Stickstoff eingefroren. An- 
schlieSend wird die gefrorenen Suspension gef rierge t rock - 
net. Nach Resuspendieren einer Portion mit 5 ml 0,9 %iger 
Kochsalzlosung enthalt die Suspension ca. 10 10 
Hexamet hyl indot r icarbocyaniniodid enthaltende Tei lchen 
pro ml mit einer Part ikelgrd&e von ca . 1 bis 10 jim. 
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5 Anwendung der Praparation aus Beispiel 1 

Die nach Applikation von 200 ^1 einer Poly - { L- Lact id - 
glycolid) -Part ikel -Suspension (10 10 Teilchen /ml) mit 
verkapseltem Hexamethylindotricarbocyaniniodid (0.6 
10 ^mol/ml) durchgef uhrte Fluoreszenzlichtauf nahme einer 

Nacktmaus mit LS174T-Tumor mit einer CCD-Kamera zu Bil- 
dern, bei welchen nach 24 h die Fluoreszenz haupt sachl ich 
im Tumorgewebe nachweisbar war (Figur 1) . 
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Pat entanspruche 



5 1. Kont rastmi t eel fur die Nahinf rarot - Diagnost ik 

enthaltend kolloidale, f arbstof f beladene Systeme, 
dadurch gekennzeichnec , daS die Kol loidpart ike 1 eine 
GroSe von 5 nm bis 10 aufweisen und mindestens ein 
lm Wellenlangenbereich von 600 bis 1200 nm 
10 absorbierender und/oder f luoresz ierender Farbstoff 

enth' % 1 ten ist . 



2 Kontrastmi ttel nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
15 zeichnet, da£ die Kolloide Polyester von a-, P-, y- 

oder t -Hydroxycarbonsauren , Polyalky Icyanoacry late , 
Polyaminosauren , Polyamide , polyacryl iert e Saccharide 
oder Poly (ortho) ester enthalten. 



20 

3. Kontrastmittel nach Anspruch 1, dadurch 

gekennzeichnec, daS die Kolloide Proteine, wie 
Albumine, Collagen, Gelatine, Hamoglobin oder 
Fibrinogen, oder Starken, Dextrane, Chitin oder 
25 Chitosan enthalten. 



4. Kontrastmittel nach Anspruch 1, dadurch 

gekennzeichnet , daS die Kolloide Phospholipide , 

30 Fettsauren, Fettalkohole , Cholesterol, Ester aus 

Fettalkoholen und Fettsauren, Ether aus 
Fettalkoholen, Zuckerderivate mit Fettsauren oder 
Polyoxyethylen, Ester oder Ether von Phospholipiden , 
Fettsauren oder Fettalkoholen mit Polyoxyethylen, 

35 Gallensauren , Derivate des Sorbitans mit 
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Polyoxye thylen , Fetcsauren oder Fettalkoholen sowie 
Kombinat ionen der genannten Stoffe enthalcen. 

5. Kont rastmi ttel nach mindestens einem der Anspriiche l 
bis 4, dadurch gekennzeichnet , da£ als Farbstoff ein 
Cyanin- , ein Scyryi-, ein Merocyanin-, ein Squarain-, 
ein Oxonolf arbstof f oder ein Gemisch aus den 
genannten Farbstoffen enthalten isc . 

6. Kont rastmi ttel nach mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet , date mindestens ein 
Farbstoff aus der Klasse der Cyaninf arbstof fe oder 
Squarainf arbstof fe enthalten ist . 

7. Kont rastmittel nach Anspruch 6, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Farbstoff mit einem oder 
mehreren unverzweigten , verzweigten, cyclischen oder 
polycyclischen Alkyl-, Alkenyl-, Polya Ikenyl - , 
Alkinyl-, Polyalkinyl - , Aryl-, Alkylaryl- oder 
Arylalkyl - Res ten mit jeweiis bis zu 60 

Kohlenstof f atomen, welche gegebenenf al Is mit 
Halogenatomen, Hydroxy-, Carboxy- , Aminocarbonyl - , 
Alkoxycarbonyl- , Amino-, Aldehyd-, Oxo- , Oxy- oder 
Alkoxy-Gruppen mit bis zu 20 Kohlenstof f atomen 
substituiert sind und/oder gegebenenf alls durch ein 
oder mehrere Heteroatome aus der Reihe O, N, S oder P 
unterbrochen und/oder substituiert sind, substituiert 
ist . 

8. Kontrastmittel nach Anspruch 7, dadurch 

gekennzeichnet, daS mindestens ein Farbstoff der 
allgemeinen Formel I, II oder III 
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worin 



R l / R 2 # r 3 t r4 ; R 7 R 8 1 R 9 unc i R 10 gleich oder 
10 unterschiedlich sind und unabhangig voneinander 

fur einen Rest -COOE 1 , -CONE 1 E 2 , -NHCOE 1 , 
-NHCONHE 1 , -NE 1 E 2 , -OE 1 , -SO3E 1 , -SO2E 1 , 
-S0 2 NE 1 E 2 , -E 1 , fur ein Fluor-, Chlor- , Brom- 
oder Iodatom oder eine Nitrogruppe stehen, oder 
15 wobei an jeweils zwei einander benachbarten 

Resten R 1 , R 2 , R 3 oder R 4 bzw. R 7 , R 8 , R 9 oder 
R 10 unter Berucksicht igung f *r dazwischen 
liegenden C-Atome 5- bis 6-c iedrige Ringe 
anneliert sind, welche gesattigt, ungesattigt 
20 oder aromatisch sind und gegebenenf alls mit den 

Resten -COOE 1 , -CONE^-E 2 , -NHCOE 1 , -NHCONHE 1 , 
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-NE 1 E 2 f -OE 1 , -SO3E 1 , -SO2E 1 . -S0 2 NE 1 E 2 
substituierc sind , 

worin 

5 E 1 und E 2 gleich oder verschieden sind und 

unabhangig voneinander fur ein Wasserstoff- 
atom, eine gesattigte oder ungesatcigte, 
verzweigte oder unverzweigte Q\ -C50 - Alkyl - 
Kette, wobei die Kette oder Teile dieser 

10 Kette gegebenenf alls eine cyklische C5-C6- 

oder eine bicyklische Cio-Einheit formen, 
stehen, welche durch durch Sauerstof f a t ome , 
Schwef e la tome , Stickstof f a tome , 
Carbonsaureester- , Carbonsaureamid - , 

15 Harnstoff-, Thioharns tof f - , Carbamate Ether- 

Gruppierungen unterbrochen und/oder 
substituiert sind, 

oder fur eine Hydroxypolyoxyethylen- oder 
Met hoxypolyoxyethylenket te oder fur eine 
20 verzweigte oder unverzweigte Ci-C' ± q- 

Alkylkette, die durch 1 bis 19 Fluoratome 
substituiert ist, stehen, 

r5 und unabhangig voneinander fur einen Rest 
25 -E 1 oder fur eine C1-C4 -Sulf oalkylkette stehen, 

wobei El die oben angegebene Bedeutung hat 

Q fur ein Fragment 

30 
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R 1 1 R n 
I I 
CH- C= CH— = CH- C— C— C= CH— 

^(CH 2 )J 





CH- CH= CH* C= CH — 
I 



,12 



OR 



worin 

R 11 ein Wasserstof f - , Fluor-, Chlor-, Brom- 
oder Iodatom, einen Rest -NE 1 E 2 / -OE 1 oder 
-E 1 oder eine Nitrogruppe bedeutet, 

R 12 fur ein Wasserstof f atom oder einen Rest 
-E 1 steht, 

b fur die Zahl 0, 2 oder 3 steht, 

wobei E 1 und E 2 die oben angegebene 
Bedeutung haben , 

steht , 

X und Y gleich oder unterschiedl ich sind und 
unabhangig voneinander fur O, S, -CH-CH- oder ein 
Fragment 

\ .C^R 13 
'^ChfeR 14 

stehen, 

worin 

R 13 und R 14 unabhangig voneinander fur 
Wasserst f, eine gesattigte oder 
ungesatt. gte , verzweigte oder unverzweigte 
c l " c 15 ~ Alkylkette , wobei gegebenenf alls die 
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Reste R 13 und R 14 unter Ausbildung eines 5- 
oder 6-gliedrigen Ringes mi teinander 
verknupft sind, stehen, welche gegebenenf alls 
durch Sauerstof f atome und/oder durch Hydroxy- 
gruppen, Alkoxygruppen mit bis zu 6 Kohlens- 
tof facomen , Carbonsaureester- und/oder 
Carbonsaureamideinheiten unterbrochen 
und/oder substituiert sind, 

oder deren Carbonsaure- und/oder Sulf onsaure - Sal ze 
mit physiologisch vertraglichen anorganischen oder 
organischen Kacionen 

enthalten ist . 



9. Kontrastmit tel nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet , daS mindestens zwei 
Farbstof f e mit unterschiedlichen photophysikalischen 
und/oder pharmakologischen Eigenschaf ten enthalten 
sind . 



10. Kontrastmittel nach mindestens einem der Anspruche 1 
bis 9, zusammen mit den in der Galenik iiblichen 
Hilfs- und Tragerstof f en sowie Verdunnungsmi tteln . 



11 . 



Verwendung von Kontrastmitteln nach mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 10 fur die In-vivo Fluoreszenz- 
und Absorpt ionsdiagnostik im Nahinf rarotbereich . 
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Figur 1 




rechislatcralc Aul'iiaJinic. 7 nun ikicIi Applikalion rcclulaicralc Autnahme. I h nach Applikalion 




posterioro Aulhaliuic, IS h nacli Applikalion - postehore Aulnahinc. 48 h nach Applikalion 
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EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICS AND 

BIOPHARMACEUTICS, 

Bd. 41, Nr. 1, l.Januar 1995, 
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SANCHEZ A ET AL: 
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siehe Zusammenfassung 

siehe Absatz 2.1 - Absatz 2.6 
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JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE, 

Bd. 25, Nr. 1 / 02, 27. Mai 1993, 
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SCHOLES P D ET AL: "THE PREPARATION OF 
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2927, NO: OPTICAL AND IMAGING TECHNIQUES 
FOR BIOMONITORING II, PAGES 199-208, 
XP002037276 

RIEFKE, B. ET AL: "In vivo 
characterization of cyanine dyes as 
contrast agents for near- infrared imaging" 
siehe das ganze Dokument 



1-11 



US 5 494 793 A (SCHINOELE DEBORAH C 
AL) 27.Februar 1996 
siehe Zusammenfassung 
siehe Beispiele 6,9 

WO 96 17628 A (UNIV BERLIN INST 
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Fcld 1 Bemerkungen zu ben Anspriichcn. die sich aJs nicht recherchierbax erwiescn haben {Fortsetzung von Punki I auf Blatt I ) 



Gemafi Artikel 17(2ia) wurde a us folgenden Grunden fur besummie Anspruche kein Rechcrchcnbencht crstellt: 
1. [ 1 Anspruche Nr. 

weii Sie stch auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nichi verpfiichict ist, namlich 



2. | X | Anspruche Nr. 1-11 

weii sic nch auf Teile der imernationaien Anmeldung beziehen. die den vorgeschncbenen Anforderungen so weme cntspreche 
da£ cine sinnvoile murnauonale Recherche nichi durchgefuhri werden kann, namiich 

Wegen der groflen Zahl der durch den Anspruchwortlaut definierten 
Verbindungen wurde die Recherche fur den Grundgedanken der Anmeldung 
und die in der Beschreibung erwahnten Beispiele durchgef uhrt . 



□ 



3 ; Anspruche Nr. 



weii cs sich dabet um abhangige Anspruche handeli, die rue hi cnisprecnend Sau 2 und 3 der Regci 6.4 a\ abgcfaBi «nd. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EinheitUchkeit der Crfindung (Fortsetzung von Punkl 2 auf Blatt 



Die tniernauonaie Recherchenbehorde hai fescgenelli. dafl diese iniernaiionaic Anmeldung mchrerc Exfmdungen cnthaii: 



1 LJ °f dCr Anr " el ^ r »"« "forderlichcn zusatziichen Rechcrchengebuhrcn rechizeiug cntrichtet hai. crstreckt sich dieser 
iniernauonale Recnerchenbenchi auf aJle rechercmcrbaren Anspruche der iniernationaien Anmeidung. 

2 ' Q ? a ^ «cherch«rbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbetuaufwand durchgefuhri werden konnic der cine 

oS^S^^ T gCreChaCrUgl hlltC ' hat dlc l"«r«uohale Recnercncnbchorde mcht zur ^Pung c'ner soichen 

3. rj Da der Anmelder nur etntge der erforderhchen zusaizlichen Recherchengebuhrcn rechizeiug envichiet haL ersireckt sich die»r 



Q Der Anmelder hai die ertorderlichcn zusatziichen Rechercheneebuhren nichi rccruzcitie eniriehut. Der internumnile Rech.r 
c^„ber,ch t oescnranlct „ch daher a U f d.e ,n den An.prucnen z U er« erwahme Erf.ndung; *^°U^^^^«. 



Bemerkungen runaehtJteh eines Widcrspructa 



| ] Die zusaizlichen Gebuhren wuraen vorn Anmcider unier Widcrspruch gezahiu 

n 

Die Zahtung zusaizhchcr Gebuhren erfolgte ohne Widersoruch. 
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